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Bcschreibung 

^^^^ Die voTliegende Erfindung betrifft luminesvderende, sphSrische Mikro- und Nanopartikel xnit 
^^^B verMndetbaren Liuxiincszcnzintensitlilen, ein Vcrfahtcn zu ihrer Ilerstellung sowlc dcren 
^^^V Vcrwendung. 

. Als Kumineszcnz wird im folgenden die Emission von Licht des ge«amlen Spcktralbereichs 
durch Stoffe definierl, die zuvor durch JinergieabsoTption angcrcgt wiirdeu. Die Fluoneszenz uad 
Phbsphoreszenz fallen gleichfall» unlcr dicscu BcgrifF. 

Lumincszierende Stoffe werden heute in Form fluoreszierender oder phosphoreszierender 
Substanzen im gesamten.Bereich dor biochemischen und medizinischcn Arialytlk bzw 
Diagnostik routinemafiig zum Nachweis von Analyten wie Piotjeine, Peptide, Toxlne oder 
NykleinHEimm sowic als Marker zur Sichtbannachung von Zcllcnj Zellkompaninrienlen odor zur 
Erfassuiig biologischei' Prozessc cingcsctzt. , 

liin besonders interessanle und zukunflstrachtigc Nntzung der ].,uniinesy:enz-Methodik crgibt 

• sich bei der sogcnannten Array-Technik tauxi Nachweid von BiomplckOlen. Unter ATray-'lVsclinik 
verstehl man im Bcrcich dcr heiitigen Bioanalytik wd Diagnostik ll^chc Ulas* ode 
Polymertrager bzw. Subs&atc - auch als BiOchips bezeichnel aiif dencn in rasterartiger 
Anordnung eine Vielzahl von Biomolckillsondcn (Nnkleinsiiuren, Proleine oder Peptide) 
bekannter Struktur aufgebracht sind. Durch Inkubation Lumineszenz-markicrtcr Protein- bzw, 
. NukleinsHureproben, die zuvor z.B* aus Gowcbc oder Zellen gewonnen wurden, mlt dcm 
13iochtp konimt es an den Slellen auf seiner ObcrflSche zu einer spezi fischen Bindung, die ein 
zur Probe komplementSre chemisch-physikalischc Struktur aufweisL Aufgrund der 
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Luntinesj^nzmarkienmg der Probe fcsultiert an der BindOT^^^ 

Lumincsz^iz. die eine direkte Information liber die chemische und physikalische Suruktur dcr 
Probe licfcrt. Infolge der hohen Anzabl dcr auf dem Chip immobiUsierbaren Sonden stellt die 
Array-Technologie cin wertvolles Wcrkzeug auch fOr die Auslcstung von MolekttlbibJioiholccn 
im 2:uge der Pliamaka-Entwiddung dar. 

Da die Qualitfit und die Anwendbarkeit der Chip-Technologic unmiuelbai- von der 
NachweiscmpfindHdikeit sowie der spcfctralen Spczifiiat der Lumineszenzmarkers abhSngt, 
wurden in dcr Vergangenheil vicltSltige Entwicklungen in Richtung ncuer, veibcsserter 
Luminesrenzsysteme untenjommcn. um so die Nachweisgrenzen fUr den J3ioassay enlschcldepd • 
zu rcduideten. ,1. 
Die Entwicklung luminesziercnder Substanzen bctrifft vorwiegend zwei Stoffkla^sen. Bci der 
eincn handclt es sich um lumincszierendc Molekale, deren bckannteste Vertreler Fluorescchi, 
Rhbdamin, Phycoerylhrin, Coumarin. Cy3, Cy5, l AMRA, ROX. Oregon Green, . .. . 
Elhidiumbromid, Texas Red und Dabcyl sind (be! diescnNamen handell cs sicii durchwcg uni ; , ; 
Handelsnamen). Die ander© VcxbindungsMasiie sleUen die vorniehmlidi aus d^ 
und VIA, UIA und V A oder IV A des Pcriodensystcms gebildcten Halbleiter-Nanokiisiallc diar, 
dcten bekannteste Vertrctcr CdS, CdSe, CdTc, ZnS und ZnSe sind. Ein besonderes Mcrkmal 
dicser ITalbleitcr-Kanokristalle isl zum einen die hohe Quamenausbcute, zum underen ncdgen sie 
im Gegensalz zu den herkOxnmlichen Lumineszcnzfiwbsiofifcn praklisch niohl zum Ausblcichen. 
Ein weiterer bemerken&wcrter Punkt, der die in dcr Lilerator als .quantum dola" bezeiohncion . . .. „^ 

VerbittdungenzueincrinteresaaMtcnAJUsmativo2Mdehhcrkfinirtiii<^ fi{^|l 
hat werden lasscn, ist die Umstand, da6 das Absorptions- und limissionsvurhalten dcr quantum ' • 

dotagrttDenabhangig isL D.h. konkrel: mit abriehmcnder TeilchcngrdBe vcrschiebi sich'das . . 
ii^ssionsspektrum in den karzerwelliguu Bereich und umgekchrt. 
Far die Enlwicklung eines Bioassays untcr Nut7.ung dcs LumincsizenzefToklus erCfftiet das < : • -Jv? ^ 

zusatzlich die MOglichkeit, urttcrschiedlichc Lunjineszenz-Markierungcn nicht allcin aber dio • ^-j. '. H 
, Substanzauswahl, sonder auch Ober die TcilchengrWBc vorzUnehmcu. Dies bictct eine . ., ■; .4 ; 

hervorragcnde Basis zur optischen Kodlerung von BiomolekQicn ini Kalimcn der Bioarray- \. 
lintwickluiig. , : 



Die Verwendung von Kluorcszenzmarkcm in der Bioanalytik isl vicUSltig in dcr Literatur 
beschriebeiu 
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umerschiedHchen Fiuoif^cn mailderien Rczeptoren drfchbart. wo^^f Encrglctrarurf^vom \ 
angeregtcn ersten FluorOpI aurden zweiten Fluorophor durch di^ /^enlieh des zu • • ^ j 

detekUeiimden LigandtJu redwiurt wird. 

Gegenstatid des US Patcntes 5,324,633 sind Bioarraj-Methodcn zur Krla-ssurg von an 
BiopoJymcren gebOndtme Fluorcszenz-markicrte Rezcptorcn mit HUf e clnes Photoncnzahlers 
Oder dcr konfokalen Mikroskopic. 

Xaathen-Fluores'/cnz-Farbstoffe mit einer Anregungsfrequeiiz von 450-650 nm Zell- 
Detcktion mit Hilfe markicrter Antik«rper sijid im liS Patent 5,066,580 aasgcfiilirt. 
In den US Patenlen 3,998,943, 3,996,345, 4,174,384, 4,199,559 und 4.261,968 warden 
Liganden-Rezcptorassays offenbarl, dert^n Grundprinzip in 4er Markierung cines Rezeptors 
und/oder Liganden mil cinem Fluoreszenzfarbstoff besteht, d^ssen Emissjonsverhalten in 
Abbangigkeil von der Liganden-Rezcptoirbindung dclektiert wifd, 

Tm US Patent 5,319,209 sind Muoreszcnz-Sondcn u.a. in Form von BcnzofuranMsophtlioIat 
ofFenbart, die zur Messung von lonenkonzentratiouen in ZcUen geeig^^ 
Die Hcrstellung von Ilalbleitcr-Nanokrislallen bzw. quantum dots mit den entsprecbehdcn 
optischen Eigcnschaften ist allgemeincr Stand dcr Technik und in der Lheratur divers - . 
beschriebea: Kortan et al.. J^Am. Chem. Soc; Vol 1 12, 1327, 1990; C^^ 
370,354,1994; Murray ct al., J. Am, Chem. Soc. Vol. 1 15, 8706, 1993;IIirai.eiaW J. Phys. . 
Chem, B» Vol. 103, 4228, 1999; Dabbousi et al., J- Pliys. Chcm. B. Vol. 101, 9463/1997; Hines 
Ct al„ J- Phys, Chem. Vol. 100, 468, 1996; Danck et al,, Chem. Mator;. Vol. 8, 173, 1996, 
Stcigerwald et al., J. Am. Chem, Soc. (1988) 1 1 0: 3046-3050 und Lianos el al., Cliem. J'hys, 
Lett. Vol. 125,299, 1986. • ' : /; 



FOr die Anwendung lumlnesziercnder Substanzcn in der Bioanalytik ist die eigcntlichc Synthcse 
jedbch nicht allein ausschlaggcbend, mitenischeidend ist parallel die Me)gliqhkeit, die ' . |- '.^ /T 

Lumineszenz-Marker an die entsprechenden Biosubstanzen kovalcnt zu binden. Bei 
Lumineszenksfarbstoffen werden funktionclle Gruppcn vorwicgend in Form von N- 
Hydroxysuccinimidyi-Estem oder Isothiocyanat-Funktionen ^ingefUhrt, die mit den 



Aminogruppen der BiomoJekiile cine Bindung eingehcn. * •. : ' ; '■■ - , . • i . '^'^^^J^ 

Die Funktionalisiemng dcr quanlLim dots gescbieht dagegcn gnindsa^^^ . ' . :/ 

Verfahrensweisen: zum cinen werden die OberflSchen mil funktioncUen Mercaplov^rbindungeh r j . ; ..^ 



■ --■'^s;.>^:z:Z^::^:!^l^^ 
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^^-rj uua L.ce CI aJ. (Adv. Mater,, VoL^pil02, 2000) beschriebcn. 
Quantum dots, die mit Mcrcaptokomponenten und Diaminpoarboxylsaurcn umhtillt siiid sowie ' 
Halbioitcr-Nanokristalle, die in der Gasphase mtt Hilfe eines Sprilhsysieins hergest«?llt wcrdcn, 
sind Ocgenstand der US Patenle 6,1 J4,038 und 5,906;670. . . . . . . . " . \ 

T>ie Hcrstollung vott Halbleitci^Nsuiolcristalle aus der Gruppe HI-V und IT-VT, die vsur Kupplung 
von AffinitSU»-*LigandeQ be&higl smd, gchen au» den US Patenten 6,207,397, iS,25 1 ,0 1 8, 
5,751,018. 5^62,357 und 5,505,928 hervon 

OegeiisUind der US Patenie 6,326,144 und 6,207^229 sind beschichtcte Halblelter-Nanokristallc 
mit eincr AflSnitSl^bindung zu biologischen Komponcntcn bzw. monodispersc, n)it ZnS, ZnSc» 
CMS Oder CdSe beschichtete lichtemitlorende Nanokristallc. 

US Patenle 5,293>0S0 und S,3S4J07 oftbabaren lichtcmitierende lialbleitorschichten au$ Silicon' 
' fiir Schallkreisc, in denen die T^eitc Silicon-Schicht hiindestens einen quantum dot onthait. 
In US Patent 5,525,377 wcrdcn 20 bis 100 A groBc, mil PolymethyJmethnctylaten beschichtele 
Nanopartikcl au$ doticrten Ilalbleitcr- Verbindungen ftir den Rinsatz ais Kalhodenfitiahlrdhrcn 
Oder Elektrolpmineszenz Displays beschriebcn. 

Die Vemcndung von Halbleiter-Nanolcrislallen in i'onn von ZnS, ZaSe, ZnTe, CdS, CdSe, 
CdTe; IlgS, HgSe» HgTe, GaS, In As, InP und InSb als Eicktronen-Transporlmcdium zur ^ 
Ilcfstellung von Elektrolumineszenxi-GerSten, die bci angelcgter Sparmnng sichibares liicht. 
verschiedener WeUenlSngen emiilieren, gehen aus dem US Patent 5^537,000 hervor.' 
Mit t Jbcrgangsinetallen dotiertc lascrvcrstarkende Kristallc, bcstehcnd aus Gruppe II und VI, ' 

sind Gegenstand Ues US Patentes 5,541,948. 





n^ltHalbleiter-Nanokristallebestehencl ausSli 





US Patent 5,770,299 offeiiBBK Halbleiter-Nanokristalle bestehend aus c8s und/oder ITI-V 
Komponenien odcr U-VI IIcUbleiter-NanoktistalJe als Pigmcntc fUr Anstrichrarbcn. 
Eine Festpha<*en-Synthese von Fluotcszcnz-markierten Peplid-Bibliotheken auf kommerziellen 
Silicagel-Beads wcrdcn im US Patent 5,789,162 beschrieben. 
Lummeszenz-IIalbleiter-Nanokristall Sonden lUr biologische AppKkalidnen, die mit 
Silandcrivaten beschichiet and Affuiitats-Molekttle ah bindcn bcfahigt sirid, sind im US Patent 
5,990,479 ausgefflhrt. * . 

US Patent 5,043,265 offenbart Fluorcszenz Fartikel in Form von ZnS-Ag und Y20S2-Eu als 
Label Rjt Immunoglobiiiine und Polynnklcotide. 

Die Ilerstellung von Nanopartikeln aus Obergangsmctailen, Lanthaniden odor Actinldenln" 
GegetiNvart eincs in einer inerten Gelpolymcrcn dispergierten, in Fomi von Nukleinsaure oder 
Proteinen vorlicgcnden Kationenausiauschcr, ist Gcgenstand des US Patents 5,985,353, Durch 
Zugabe entspfcchcnder Anionen vyerden dio an den Austauschern gebundencn Katiorien zu 
Nahopartikeln ausgc^t . 

Pbycx>biI]prolein-Markcr, die den Grad der spektralen Obcriappung zwjschen der Anrcgungs- 
jUnd limissionfrequen?: reduzieren k5nncn, cntsprcchend einer deutlichen Stokcs-Vcrschiebung, 
sind im US Patent 4,666,862 sowie von Oi ct al. (J. Cell. Biol. Vol. 93, 891 1982) bcscliricben, 

Eiiie weiterts Gruppc lichtcmitticrender Substanzen slelien die sogenanntcn up-converting 
phosphors dar, dcrcn Bcsonderheit in der Emission kurxenvelligcr Strahlung gegenOber der 
Anrcgungstrahluiig besteht Sub$lan/.en diescr Art' sctzcn siclx weitgeliend aus Verbindungcn dcs 
Sauerstoffs und/odcr Schwefels und/oder Fluora mil den Lanihanoidcaoder Yttrium zusjammen. 
Fiir die Verwendung im Bioassay haben diese Substanzen den Vorteil, daU ihrc Absorptions^ und 
Hmissionsfinequbnzcn nicht dutch Autofluoreszenz der Tragersysteme wie Ttagctpartikcl oder 
. Mikrotiterplatten geslOrt wenien, ein PhSnomcn, das in der heutigen Bioanaly tik bei der 
Verwendung von Trflgersy stemen jedweder An ein nach wie vor ungclSstcs Problem darstellt 
In den US Putenlen 5,674,698 und 5,698,397 sind einc Rcihc von Molekiii'Soiideh in Fomi 
dotlerter up-converting phpsphore wie z.B. Na-Ytbiunifluorid, Na-Yttriumfluond, 
Lanthannuorid, Gadoliniumnuoiid und Yttriumoxysuindc bcschriebeii, die mittels 
Laseramegung in biologischen sowie andercn Assays gcnulzt wcarden. 
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. . enlsprechendcn BiomolekQle gekoppolt werdcn (Gerion et ul., J. Phys. Chem. Vol. 1 05, 88^1, 

2001; Matloussi et aL, J.. Am. Chem. Soc. Vol. 122, 12142. 2000; Chan el al.. Science Vol 281, 
2016, 1998; Mitchell ct al., J. Am, Chem. Soc, Vol, 121, 8122, 1999) odor die qtianlum do?s - ; 
werden in eine Polymermatrlx oder Dendrimcre eingckapsell (^capping"). Lemon et aK (J. Am. 
Chem. Soc. Vol, 122, 12886, 2000), Sooklal ei al. (Adv. Maier. Vol. 10, 1083, 1998) und 
Lakowicz el al. (J. Phys. Chem. Vol. 103, 7613, 1999) beschreiben die liinkapselung dcr 
Ilalblciter-Nanokristallc mit Hilfc von Polyamidoamin-Dendrimeren. Einkapselungen untcr 
. ZuhiHenahme von Poly slyrol-co-Vinylpyri din, Polyslyrol, Silicagcl odet PolyJaurylmethacrylat 
werden voii Zhao ct al, (Chem. Maier. Vol. 14, 1418, 2002), IJan ct al. (Nature Hiotcch,,. Vol. 19. 
631, 2001), Correa-Duarte ct al, (Chem. Phys. Letters, Vol. 286, 497, 1 998), Chang ci al, (J. Am. 
Chem. Soc. Vol, 1 16, 6739, 1994) und Lee el al. (Adv. Mater., Vol. 12, 1 1 02, 2000) btechriebcn. 

Quantum dots, die mit Mcrcaptokomponentcn und Diaminocarboxylsilurcn umhOllt slnd sowle 

.* 

Halbleiler-Nanokristalle, die in der Gasphase mit Hilfe edncs SprtihsystemH hcrgestelit v^erden, 
: ^ sine! Gcgensumd der US Patente 6,114,038 und 5,906,670, 

tDle HerstcUung von ITalblclter-Nanokristalle aus der Gruppe III-V und II-VI; die zur Kopplung 
von AfiOnltaLs-Llganden bc^higl sitid, gehen aus den US Palenlcn 6,207,397, 5,25 UO 1 8, . 
5,751,018, 5,262,357 und 5,505,928 hervor. 

Gegenstand der US Patente 6,326,144 und 6,207,229 s$ind beschichtoteHalblciter-Nanoknstalle 
mit einer Anmitatsbindung zu biologischen Komponentcn b^sw. monodispcrse, mil 2iiS, ZnSe, 
CdS Oder CdSe beschlchtete lichtejnitiercnde Nanokristalle. 

US Patente 5,293,050 und 5,354,707 pffcnbai'en Hchtemitiercnde iralblciter5chichten.aus Silicon 
Itlr Scba!tkrcise, in dcncn die zwcite Siiicon-Schicht mindesiens einen quantum dot enthiilL 
In US Patent 5,525,377 werden 20 bis 100 A groBc, mit Polymethylmctliacrylatcn bescliichtete • 
Nanopattikcl aus doticrten Halblciter-Verbindungen fur den Einsatz aLs Kathodenalrahlrohrcn * 
oder EJeklrolumineszenz Displays bcschriebcn. , ,\.t.i:y' • . . . 

Die Vcrwendung von Halblciter-NanokristaUen in l-orm von ZnS, ZnSc, ZnTe, CdS, CdSe, . S' . 

• CdTc; llgS, HgSc, 1/gTe, GaS, InAs, toP und InSb als KlekU-onen-Traitsportmedium zur; 
Ilerstdlung von Elcktrolumincszenz-GerSten, die bcl angelegter Spannung sicbtbares Licht 
verscWedener Wellenlangen emitticren, gehen aus dem US Patent 5,537,000 hcrvor, . ' *. 
Mit Obergangsmctallen doticrte laservcrstfirkendc Kristalle, bcstehend ays Oruppe II und VI,- i . 
sind Gegenstand dcs US Patcntes 5,541,948. ' ' . . 

Rinc mit Lumincszenz-Nanokristallen dotierte Glasmatrix whrd im US Patent 5,585,640 . , , 

bcschrieben. Zur I Jerstcllung der dotierten vorgcfertigicn Olaaformcn werdeh'TempeniiUi^en^^ihcr '] 
1000**C.ben6UgL 
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lnPolyacrylal-Mikrotragcmeingekaps^Ue.up<«nve^ r 
Anregungs- und Emissionsftcquenzen transparent sind «nd Uber funktionellc Gruppen Protem- 
Sond«ukovalent bindenkftnnen,smd im US Patent 5,132^42 ausgcfiihrL 
Up-converting phosphoitJ fUr die Detektion von NukleinsSurcsequcn/xn bxw. tBr den 
Inunanoeussay sind von Cor^tjens et al. (CUn. Chem- Vol. 47,'l885. 200J) undNiedbalu cl al. 
(Anal. Biochem. Vol. 293, 22. 2001). Silan-beschichteic up^nverling phosphore von Hampl ct 
al. (Anal. Biochem. Vol. 288, 176,2001) besohrieben. 

Luibincs^derendc Melallpoiphyrinc. die zur Detektion yon biologischcn SubslHn«.n vcrwendet 
werdenkfimien,sincUTeBensiandde.s US Patcnics 6.004,530. 

Die aus den. Stand der Technik bekannten Lumii«s«Jn^inarkcr in Hoim von liinzcUnplekttlen 
oderNanokristallenhabendcnNachteiUdaBihre Verwcndungspe-adlfilrdcnBrn^^^ 

aufWendige Praparation^n sowohl in bezug auf den zeiUichen als auch den 
verfahrenstcclinisciien Aufvvand crfordcm. So sind in der Regel Synlhesc- bzw. 
Praparafoaszeiten von mehrcren Stunden bis bin zu mehreren Tagen (vgl. USPatent 5,132,242) 
in Verbindung mit aufwendigem vcrfahrcn-stcchnischcn. AufWand notwendig: Arbeitcn unter > 
Stickstorf.Jncrtga.satmo5pbiire, Destillationen. Arbciten in organischen Medien. Darebcr hinaus 
wcisen die Produkte, sofem cs sich um orgaiiisphe Polymcre handelt, ouic ausgeprftglc 
Autofluorcszcn^ auf, vgl. Han et al., ds RefcTBrenz oben aufgef^ 

Die gravierendste Einschrilnkimg der bekannten riomineszenz Syslenpe ist, ^dafl in dci? Regcl ^ 
jewsils nur oin oder schr w:enige Lumine-szenis Partikel (llalbleher-NaDokristalle oder lip- . 
converting phosphor Kristall) pro zu markierendcm BiomolcktU gcbunden Werdcn. Dicse , 
Besohrankung reduzicrt konsequenterweisc die NachweisempflindUchkeit des Bipassays 
nachhaJtig. Ahnlichcs gUt aubh fur I.umineszenzmolekfile. von dcnen auch nur eine sehr geringe 
Zahl pro BiomolckUl gebunden weiden kOnnon, so dass das von einem markierten BiomolekUl 
au«gehende Signal sohwicrig isl zu deiektiercn. Hinzu kommt, dai3 durch die Kopplung der , . 
lumines/Jerondcn Substanz an das Biomolektil (z.B.Antik6rpcr) dieses inaktiyicrt werdeii kann. y_ 
Bd den altemativ dazu cntwickellcn Lumineszenz-markierten Miki-o- oder Nanoparlikcln . 
handelt es sich jedoch durchweg um auf der Oberflache der Partjkul gebundenc . 
I.umines:icnzmarker, deren Herstellung, Anwendungund Detektion schwicrig i.sl; vgl.: Fomulscfc 
und Vctvicka. "Polymeric Microspheres as Diagnostic Tools for Cell Surface Marker Tracing," 
• in CRC Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Sy.<5tems, 2. pp. 137-174, 1986. Der j^rtikjsl 
. enthait einc kritiscbe Obcrsicht Qber diese Technik, desweitercn, hier als Resfercnz angegeben: 



• 




Kaplan el al. (Biochimica ct Biophysica Acta, Vol. 728, 1 12. 1983) sowie die IJS Patcnte • jv' . 

3,853,987, 4,035,316, 4,105,598, 4,108,972, 4,224,198 und4,326,008. ..... . : i ^ ^ 

Aulg^be der vorliegcnden Rrfindung ist es. die Naehteile dcr aus dem Stand der Technik 
. bekannien T.umincs/xjnz-Tragcrsystemc 7.u umgchen wid lichtdurcbiassigc, nicbt 
iuitofluoi«s2iercndc mikro- und submikropartikuiare Teilchen mil adaptierbarer Porositat 
bcreilCTstellen, die muUiplexc luminesziewsnde Substanzen enthalten- Durch die MegHcbkeit der 
Eipkapselung einer Viel/^ lumincsziciendcr Agcnzicn sowohl in Form von Molckiilen als auch 
Nanoparlikeln bzw. Kollolden kann tibcfraschendcrweiise die Nachweisempfmdlichlcett ftJr ' 
Biomolekale im Rahmen der Bioanalytik und Diagnostik so gesteigert werden, dafl die 
MogHchkcit zum Nachweis einzelner iVfolckUle mdglich wird. Deswcitercn kann durch die 
Einkapselung rachrerer Lumine.szcn?:-Sub.slanzen mil unterschiedlichem JKnUssionsverfialten dne • ^ ^ in 
Vielx-alil optischcr Kodierungen dcr Jrtiomoltskuie vorgenommen werden. . ^ r • 

Diese Aufgabe wird gemfifi der Krfindung durch Einkapseln lumineszici-endcr Substanzen in cine. : ;.f:J : i .V;. 
liciitdurchiassigc Matrix aus Siiicagel crm6glichi, die die gnindsaivdicben Lumiueszenz ♦ . V ' ;; ■ • 

lilgenschalltcn der Basissubstanz nicht becintrfichUgen. f . . j 

Wejtcrhin wird dicse Aufgabe gemSB der Erfindung durch ein inverses Suspensions- Verfahren J :^ ".^^h- £4= 
gelOst, indcm einc Mischwg, bestehcnd aus eincm Silicagei-Sol und der luminc!*zierenden 
Substanz, in eincr mil Wasser nicht raischbarcn organischcn Phase dispergicrt und anschlicfiend 
polykQndensicrt wird. Dadurch werden dreidimcnsionai vemctzte pcrlfOrmige Polymertrager 
gcbildet, die die Lumincszenz-Substauz eingckapsuli crithait. 



Silica-Sole werden nach den aus dem Stand der Technik allgemein bckannlcii Verfisdiren durcb 
Hydrolyse von Alkoxysilanen mit Hilfc yerdUnnter Mineral.sfiuren (Dave el al.'in: Immobilized . .. -^.^^ . .. 
Biomolecules in Analysis, Hrsg. Cass und Ligler, Oxford University PreW,*i998; WO 02/09)^5 - V^^f^t 

Al) hergestellL , V 

Ais Alkoxysilane kounen Kieselsfiureorlhocster alipliatischcr Alkohole eingcsetzt'wci*deh,*wDbei / . : 7 K;; 
bevorzugt Methyl-, Afhyl- odcr Propylcster einzetn oder a1« Mischungcn verwendet werden. Zu . ■ y^y^ ^ " • ^^V 



1 



dem Silicu-Sol werden im zwcitcn Schritt die entsprechenden Lumine.szcnz-Subatanzen :t^-,vt-: 
yiiugcgeben. Um das heterogcne Sol-Lumineszcnz-Substanz Gcmisch homogencr dutchmischen f • •-• i - V , |^ * 
zu kOnncn, wird die Reaktion in cinem Uitraschallbad oder untcr Zuliilfcnahmc.einer . [.o *, . ' 3./. 

IJltraschallsonotrode durchgefUhrt. Der Bcschallungsvorgang daucrt in dcjC^R%cl eine ^ ^^^j^^-^^: 

Minute, Die so ^ewormene kolloiddisperse Mischung wjrd anschlieBend in cinem orgahischch, , , < ^ r' 
nicht mil Wassermischbaron Lrtsungsmitlcl in der Regel unter Rttluen dispergicrl, Dabel werdcii . ^ .5 ;i 
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perlfBrmige SoI-TrOpfchen gebildct, die dutch anschlieBendc Zugabe einer verdHnnlen Base zu 
dwidimeiislonal vemelzten SiUcagelen polykondensi^fcn^ 

Die Polaritiiiscigciischaften dcs Sols und der organischen Dispcrsionsphaijc sind so gew^t, da0^. 
zuxn einen einc stabile Suspension gebildel wird, zum anderun die zugesetetc Lumineszenz- 
Substanz cine holie AfUnitat zu der Sol-Phasc besitzt, so dass eine klare Trcimung zwischcn Sol- 
und organischcr Piiase sUiUfindet und demxiulblgc sich die zugcsetzte lumincszierende 
Verbindung ausschliefiUch in der Sol-Phasc homogen vertcilt. 

Der gcsamte lierstellungsprozess, einscIiiieJJlich def Praparation der Silicagei-Sole, crtbrdert je 
nach Ansatz einen Xeiiaufwaud von 20 bis 50 Minuten. 

Ausgangspunkt der Synthase der Luminesxenz-Partilcei sind Silica-Sole, die naeh bekannten 
Vcrfahren durch Hydroiyse geeigncter Alkoxysilane in saurem, waJJrigem Milieu gebildet 
warden. Ftlr das Verfahren und Produki wcrden bevonsugt solche Silane ciiigesetzt, die cincn CI. 
bis C3 Rslerrcst besitzen. Dies ennCgiichi Hbofraschenderwcisc zusammtsn mit ciner definiertcn 
Kolizentration der Silane die Hen^tellung vollkommcu U*aiispa^ ' . . ; 

fKonzentrationen der Alkoxysnlanc im Anfengsansatz Uegen smiseticn 40 und 90 Vol%, 
votzugswise zwischcn 63 und 80 VoI%. L)uTch KesehaUen der Silmic ijs Gegenwart ciner 
wai3rigcn S&ureidsung, dcrcn Volumenantcll im SiJanansatz In der Regel zwisciien 1 0 lind 
40Vol% und deren Konzcntiation in dor Regel zwischen 0,01 und 0^ Mol/Liter beUilgt, werden . 
klare Sole gebildet. I3ie Beschallungszeiten dauem je nach S9urc|con7entmtiun S bis 20 Minutcn. . 
Die so gewdnncnen Silica-Sole lassen sich mehrcre 'I'age bei TicftctthltenipeTaturcn (ca. -18**C) 
aufbewaluxsn Oder kcjnnen waWweise soforl wcitcrverarbeitei wcrden. 

iiin weiteres Mcfkinal der erflndnngsgemafien Silieagcl-Technologie bcstcht darin, die Parositat . 
der gcwonnenen l^artikcl in weitem Raluncn zu variieren, cin Parameter, den kein andei^'s.aus , ; 
dem Stand der Technik bekuimies Verfahren in der Weise bielct.- 
Die Porositilt von partikularen Tragcrmedien spiel t bci sarntlichen Bioassays oder 
Scparationsprozesscn insofem-eine cntscheidende Rpllc, als die spezifischc Nachweisbarlceit dcs 
Analytcn von dessen Anbindung an die auf dcm IVager immobilisierten I Jgaridcn- bzw, • . • . : . 
Re^eptoren abhtogt Das AusmaB und die Qualimt dieses Bindungsprozesses wird direkt von der 
zugSnglichen Oberliaehc des Tragers becinfluBt f-ebciere wird uiimittelbar yoii der Pqro«iiai dcs. ' 
Trftgers bestimmt, Diesc Mnn Uberraschenderweise mit Hilfc der erfindungsgemSDen Woduktc • 
und Verfahren Qber den Zusatz beslimmter Stofife zu dem Sol cirigestel It* wcrden. Diese 
allgcmein als Porogenc bezeichneten Substanzch werden dcm Sol vor der Dispersion ?nigcgcben, . ' 
Als Zusatze itommen bevor/.ugt solche Stoffe in Fragc. die das Absorptions-Kmisgions-Verhalltsn 
der Trager nich 1 bocintrachtlgen. Die Hrfindung nicht cinsbhrankendc Beisplele. hicrfiir sind: • :. • 
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PolyethyletigJykol,. Polyvinylalkobol, PolyacrylsSure, Polyaininosaunsn, Polysaccharide, 
Proteine oder Poly vinylpyrrolidon. Sie werden wilhrend des Dispensions- und _ 
VernelziuigsprozBSses in die sphaHschen.PartikcI eingekapsell. Der Volumenanicil der 
organischcn PolymerlSsungcn, die durcbWcg als 1 bis 10%igc wfiBrige L5sungen vorliegen, licgt 
zwischcn 1 iind 20 % bczogcn auf die Solphasu, 

Bin weilcrer Parameter xur Rinstellung der Porositat crgibl sich aus der Auswahl dcr 
ZufJammensely-ung'dcr verschiedcnen di- iti-oder telntsubslituiertcn Silankomponcriten. So 
weiscn Gcic aus rein tctrasubsiituierlcn Ivstcrn gi-iindsillzlich cine gcringcre Porositat auf als Sole 
bzw. Gele, die unter Zusabc von di- odcr tri-siibstituierlcr F.slcrverbindungen hergestcllt warden, 
burch gczieltcs Zumischcn dcr di- oder irifunktionellcn Kstervcrbindungen lasscu sich so 
Porenweilon im Bereich vori 50-200 nm realisieren. Die Konzcntration der di- und ^ 
trifxinklionellen Silane betragen in der l^egcl MO, vorzngsweise I bis 5 Vol%, bczogeil aiif die 
GcsamUsilaukonzciiU'ation. 

Bin weiterer, wescntlichcr Aspekl der erfindungsgemaBen Produkte und Volfahrcn bcstehl dariii, 
die TeilchengrSBe sowohl ttber die Art und Weisc dcs niechahischpn Rttfinsns als auch Qbor die 
Viskosiiat des Silica-Sols zu sleuem. Bekannterwoise wci-dcn die TeilchcngrOflen bei einer 
Suspensionspolymorisation iibcr die Rtthrgeschwindigkeil cingcstelll, derart, daB grundsatzlich ,* • 
mit zunehmendcr RQhrgescbwindigkcit die TeilchengroOe abnimmt. Dcr Zusammcdiang dicscr 
Parameter trim auch bei dcr vorlicgendcn Erfindung xu. d.h., Rtthrgeschwijidigkeilcn>1000. 
U/Min. mhren allgemcin 7.u TeilchcngrOflen <50 iim, solche von >5000 1 J/ Min. durchweg zu 
Tcilohongr^SBch <ip ^m. Zur Erzielung noch feinerer Partikel im subniikrometer Bcreich sind ' 
Dispcrgicnverkzeugc, die 'z.iJ. nacb dem Kotor-Slator-PruTO^ 

Rolorgeschwindigkeil von > 10.000 U/Min.* auIweisen(/..B. Ultra.Turrax<»X cifiirderlicli. Aucli ' 
dwrch Bchandlung mit Ultraschall lassen sich I cilchcngraBcn im Bereich yoii . 0,5 bis 10 . 
realisieren. , . * 

Ncbeii dcr rein mechanischon EinfluOgrSBe konnte gczeigt werden, daB auch die Viskosimt dcs 
Sols eincn entscheidcuden LinfluB aufdic PartikelgtoBen hat. Sinkende Viskositat des Suls fvlhrt y 
indcrRegclzucineranalogen VerringerungderTcjlchL7igW5ficnund\imgckehrt; steigch^ • 
Viskositaicri fiihi-cn allgcmein zu eincr Teilqhenvcrgr^Borung. Die zur Uersiel King der 
eiiindungsgcmaBcn Produkte mit den gewQnschlcn Pariikclgr6Ben von 0,5 bis 50 Jim 
crfordcrlichcn Vi«kositaien liegen im Bcreich von b bi"? 300 cp. , . /; - Z" * ■ 



^1. 
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Nach der Preparation des Sols mit den gevvunschten Higenschaftcn wird im daraufiblgcnden 
Schritt dcr cntsprechende Lumineszenzmarker zugesei/t und mit dem Sol Innig vcr mischt, 
vorzugsweisc untcr Zuhilfcnahmc cincr Ulti^schall-Behandlung. Als lutnineszierende SubsUinz 
koininen grundsatsdich seiche Verbindungen in Frage, die nach Absorption von Strahlung cinor 
bcstimmtcn Wcllenlangc zur Emission von Photonen einer von der Absoiptibnsfi'equenz 
unlcrschicdiichcn Frcqucnz bcfBhigt ist und mit dcm Silicagcl-Sol cine homogene Mischung 
cinzugchen in dcr Lage ist. 

Subsitanzen dieser Art sind in der als Refcrcnz aurgcfUhncn Litcratur viclfSLltig bcscfaricbcn. Die 
das crflndungsgemaQc Prpdulct nicht cinschrSnkcnde Beispiclc filr lunxineszierende MolekUle 
bzw. Marker sind; Fluorescein, Rhodamin, Coum^rin, Dansylchlorid, Rthidiumbromid, Texas 
Red, Phycoerythrin, Oregon Qreen oder Cascade Blue weiCerhin die unter der 
Handelsbezeichnung BODIPY, SYBR Green, TOTO- 1 oder YOYO-I bekannten Verbindungen 
sowie die Derivate dieser Produkte. Als Halbleiter-Nanokristalle kommen Verbindungen aus der 

fReihe II-VI wie z.B. MgS, MgSe, MgTe, CaS, CaSe, CaTc, SrS, SrSe, SrTe, BaS, BaSe, BaTe, 
ZnS, ;?:nSe, ZnTe, CdS, CdSe, CdTe, UgS, ilgSe oder IlgTe sdwie Nanokristaile der Gruppe 111- 
V wie GaAs, InGaAs, TnP oder TnAs in Prage. Desweiteren sind auch Halbleiief aus der Gruppe 
I VA wie s^.B/Germanium geeignet- 

Geeigneie Beispiele fiir die. up-converting phosphore sirid Verbindungen aus Seltenen Erden 
Oder Elementen der Gruppe lilB wie: Na-Yttriumfluorid, Lantlianfluorid, Lanthanoxysulfid, 
Yttriumoxysulfid, Ytlriumfluorid, Ytlriumgallat, GadofiniumnuoTid, Barium-r Yttriumfluoride, 
Gadoliniuftioxysul fid sowie mit Aktivatorpaareri wie Ytterbium/Erbium, Ytterbiummiulium oder 
Ytterbium/llolmium dotierte Verbindungen dcs obigcn Typs. Wciterliin als up-converting 
phosphore sind ClKJlat-Vcrbindungen aus Erbium, Neodymium, "lliulium, Ilohnium uiid 
Pitiseodymium geeignet. 

aualoger Wuijic lasscn sich auch lumineszierende Proleine wie Khodopsin, das grttn^ 
_ fluprcszicrcride Protein (»green fluorescent protein, GPP) sowie Metallporphyrlac als 
^^^^ Lumines7jsns-Substanz einsetzten. 

Die Konzcntration dcr zugeseivcten luminesTiierenden Substanzen kann in wcitcm Rahmcn ' * 
variicrt worden, je nach Krfordemis, die an die bctrcfFcndc Bioanaij^ik oder Diagnosiik geslellt 
ist: In der Regel reichen Konzentrationen von 1 -1 0 Gew% der Markersubslanx aus, um eine 
deutliche Lumineszenz zu erzielcn. Dicsc Konzenlralionen ttbertreffen die bei den 
hcrkdmmlichen Assays pro Analyt einsetzbaren Lumiuciszcnzmarker-KunzunlrttUonun uiu. 
» mehrere Zehnerpotenzen. ! ; • . • 
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Avfgrund der hervorragcnden Mischbarkcit der SUica-Solc mil den verschiedenstcn Subsianzen, 
hat sich Qberraschenderweise die M6glichkeit ergcben, ausStzlich zu den Lumineszenz- 
Substanzcn simultan auch magnctische Vcrbindungen in Form magnetischcr KoIIoide b^w. 
Nanopartikel rnilcinzukapscln. Dies ermdglicht einc v6llig ncuarligc liigenschaftskombi nation, 
die die parallclc Nutzimg des LumineszcnTelTektcs und der magnetischcn Abirenaung erOffnet. 
. Hieraus crgeben sich vmiig neue Perspektiven fibr die Entwicklung hocherSzieiiler Bioamiys, 
. mit denen eine sehf hohe Zahl von BiomolekQlcri (^MoIekW-Bibliothck") ausgctestet wcrden 
kann, die dtsn bisberigcn, ausschlieBlichauf Polymer- odcr Glassubstraten durchgcluhrten Arrays 
vetschlosKcn bieibt. 

Als.magnetisclie Substanzen kommen dnrchweg die bckannlen ferro-, fcrfi- odcr 
superparamagnetisclien Substanzcn sowie Ferrofluide in Frage, die in der einschiagigcn Lileratur 
vielfach bcschriebcn sind: Br, Patent 1 439 03 1. Shinkai et al., Biocatalysis Vol 5, 61, 1991 , 
KondoeiaL,Appl. Microbiol. Biotechn. VoL4 1,99, 1994. , ' . 

Die Konz^sntratipnen der Magaetkolloide Wdcn durchweg so gcwahit, daf5 die Transparcnz der 
Fartikel im Ilinblick aul'das Absorptions- und Emissionsverhalten der Lumincszenzmarkcr. 
grundsStzlich nicht beeinlrSchtigt ist. Sie liegcn in der Regel zwischen 10 und 30 Oew% bezogcn 
auf die Silicagel-Parlikcl. 

Im dritten Verfahrenschritt wcrdep die Silicagel-Lumincszenzmarkcr^Mischimgen in ciner • 
OTganischen Pha^e untcr Ruhren dispergicrt. Als Dispergiemiittel sind solehc Losungsmittel 
geeignot, die mit Wasser nicht-mischbar sind und einc stabile Dispennon des Si lica-SpIs 
erlauben. ^ 
Dispersiohsmittcl dieser Art sind aus dem Stand der Tccbnik aUgemein bekannt. und iri WO - 
02/09125 sowie von Laanc et al, („Biocalalyisis in Organic Media", Laanc ct al. Hrsg.. Klseyier, 
Amsterdam, pp 65, 1987) beschricben. I^scmittel, die diese Eigensobaften erlBJlcn, sind z.B. 
Hexan, rrichlorethylen, Petroiather, Toluol, Cblorofonri, LI .1- . 

. Triclil6rathan,Tctrachlorkohlensloff, TIeptan. Auch Mischungcn der obigcn Lrtsungsmiitol, die 
eine Dichte von ca. 1 g/cm^ aufweiscn, eign^n sich guL zum' Dispcrgieren. Die 
Volumenverhaltnisse organische Phase Hydrosol bctragen in der Kegel 8: l bia 3p: I . • 

Im Hinblick auf einc engere Gro6en vcrtei Jung der Fartikel und auf uin besscres ' ' . * f 

Dispergiervcrhalten kSnncn der organisohcn Phase cine oder mebrere oberfl^chcnakiivc 
Substanzen in Form von Tensiden, Dispersionsstabilisatoren oder Kmulgatoren zugesetzt 
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wodcn. Bclapieb lieWBr iniui; PtopyHauMtlit AthyIcmnrfa.Blockc^J|B. 
PtoIj!iydfOxy<atsain>PoJyafliyI«nielyk^ PolyoJM^i-Amcftlcilvnto. 
Sorttoirfctteameedcr. Blocte»iK>lyin«fl oua RlziiMBI-l>«4^roten,W!|^ 
Dedvnte, PoIyo«yfllbyl«i4Ji»WtJm4'ctttflut«3ter. AlkylpbenylpoIyfidjylcnglykol-DerivttW, 
PolyB^ycerinorter, modifizierto Polyester, Polyo>.ypwpylca.Aihykr«iinmin-8loo!ieopolymc«i 
rolylUhyicnslykolo, Polyc«yathyIo»..Pa?yoxyilihylcn-Altohol.Ueri 

AldiJii Hnadsl iuL imtcr Arr Hniidd$be«lchoung: Rcncx<8>. RstolO. Priwrine^.Hypcnna®. 
Phmndd®, TWceoO.liumuleJp®. Pripil^.Tetroaic®, Br«®. LomefonnO. A/lnfid®, Span®, 
DcbyhubO. Synpiipnto^alwTrilon® h«knnDi. DIg fUr die Kailellune der Portikd iclevanwa 
TcwdJCkaiwiilXBiloneii «<?fieD xwischca 0.1 und 15%. vgrrufiswuiic svriscten 0^ und 6 Vol- 
bxur.OewM. 

Ini Ictzten Verflxhrwwschritl ^vctden die S«lc wthrend dea DbpcrBlcrvciEnngua mlt cinar 
vcidOnntei Base vcweW, wodmch crrtcre ru dacm fcstcn Qcl polytondBislcnm. Dia FWcnins 
der Sole zu den gcwQntthien Oel-PQrtikdn geschlchUa derRogd Innorhnlb %*cnlger Sekunden 
(3 bis 20 Sekimden). Dcmentapiceatewl erfofdcrt der meohiinliichc D!«pcrBl«vttraflnB eueb our 
wenlge Sekunden. Der GcIWIdunas- «w»Ie ifcr panUeb mechanbehc OhpcigleipnnBn 1st dabd 
urn rokOrzcr. Je hohw die eewUhhe Boaenkoii«otHiifcm let Als Bi»e viinl wizugi^Mbe 
AmmosbX in Form elner I bis l2Mlgen wlilW8eaL0Miii» venveadei. andera Dosen. wlc T.B, 
NtOH. BlBlhyloniln qdcr KOH, katnen gnrndsBtelieh oueh elngesetzt vnutden. Die 
VoknnnveHilttaliisoBBSszu Sol Ucsen abUeberwdseiewlschen 13 und 1:4. 
biAlge Aw auDoirt nwA vertaufenden OellaiunBsnaiklloii wird der uesomtc pBriikd- 
HentdlungBpmMsa elMchtteDHch der ElnkopaduDg der LwnlttcsTnmnnrlcer Inncriialb von 
elnfir Stonde bewnkstelligt Otei ttdh Begcnttber alien hcikammUchm Verfehrcn aair 
HenrtelluuB lamlntsJKlcrendar Partlkcl eloe Zcltctsputnls von bis zu 90% dor, 

Dem IlastisUunBsprorajts icWicBcn rich mchiwe Waachuagen mlt Alkohol und Waascr on. Die 
whalienen Mogncttrtlgcr wcrden Ublicherwclse In WtWer aufbcwnhrt. Donoch kOnnen die 
J eemmnenen SUicaBol-Partikel dlrdu zur weiioioa FuokUonaibienuia hemngezogen vttrdan. 

Ankopplung der Lumlntazcsna Partlkel un die entspiechooden BiomoltAlUe vAe Pn^dao, 
r, Peptide. Fjttyme. NnklehuBumi. OllBosaietaride. die dnrebweB ti» ZWsUtaiiinBon, 
BloUganden oder Annlyi-Soiidai nifisleten. vrazden die UiiiBngUeh hdmnnten 
und ftepplunsiveraitfai «r SlUesffel- bzw. silanlilerte lUiser wnrntud. Dbzd 




r. X 



.•5. » 



gehflren die Iftmrtwmyn mlt fankiionenen AUcexyrilanety die zJ. flber Amfawi-, Qmaiyw, ,. 
Ideicnpto^ IsoiUoeyanalfv AiBt^» oder Hida ^ai-Onippen verlUgon. B^jplete filr fioldra 
AkdvlentiiKH^ baw, Kopplttnjpngenadun ehid: 3-Amlnopta|iyt'li:ietfa0xy«<laiv 3- 
AxnlnoprppyhriinedioxysUiui, a-QIyddlyhn^propyttdmethoxyailon, 3«Glyddyl uitypi o p3 toicflyt' 
dlethtnysilei^ S^enaiptapropyl-tilnietboKystlun, 3-lSothl6ey8naiopnipyt-trielhoxyBlIati,< 
Methacryloxypvopyl-Triethoxyailen, Chlorpropyl-trlefhoxyKilttn. Auiilt die blnfUhrung von 
Carboxyl-( HydriMy I oder Aidehyd-Onqjpen Uber cine etUspreohende Dorivstlslenins der obigea 
' * AlkoxysiIine3it.B.ffiU Aniinonirb<m.sauroa, UlutocdioIdehydodcrHydxpI]^^ 

mlt Sflurcn oder Bosm sunp Hydroxy-DcHvol ixt allgemoln ous dem Stand dor Tcclinlk bekannl. 
£benso {tlihxldlo Unisctzung der Hpoxy-alctlvieiten 'IVflger uju mlt Corfaonslluren, Sulfltcn. 
thlosuICblen, AmIno-substitnlcTtBhCorbon9fluxQnwle7.B.Nitrilotrics8lssau^ ' 
Lnlnodlesaigslbire naeh don bekeimten Verfahien za einon Metallcheliii'TriIger» Anch die 
' ^^^^tivicrtins der SlUeagel^Poilikid Qber'jdiotoaktlve^ bdiiplisUwcise Aiylnzfaf • oder Diudrin* 
^^^^^^^Bgnen-tnigendo Ageozfasiit die dunih TIV'Bcstrabliing zunflehai en den Tttger gekoppeh 
^^^^^BhlleBend mit dem ntnHflnndm faatw. dem Blomoldtai ebnu^erea Ubmen. dnd ebenfbUs 
^^^^^^^^Esher Wdso durehfiUnimr. Substeoxeo dleaer Alt elnd x,B» N4lydnn(ysoeefaitmltl^]d-4'' 
^^Bd^enaoal^ P4«tip^3KtrifluozautIvl>3HHlittdrin-3^1%ta<»^ 

lordroxymtcdnimidot* N41ydroxyMiec$nimidyK4^dQpbenyl}-i;i**di(UQproplona^K-Cm-P- 
(trUluomielhyi)diazidjb3-yl}phenrQ-4-tnddm!dobii9iandd. 

' Auf etne detuUUorlo Bcsohrelbung der vemchledenon 'Akdvleningen, PunktlonaUste'rungen 
eewlo Knpplungcn konn on dleser Stella verzJchb!! wcrden, da die spedelten Rcokilonsmethoden 
ollgemein bekannl aind und von elnem Knchmonn auf dicscm Oobiet Jeder Zdt genulxt wcrden 
kOnnen (vgL Vansant ct el.. In: ^CbttmclsH/^tion and Qiemicol Modiriciitlnn uftho SUloa 
Suifiice", llrsfi. Uotnion unJ Yntcs, dscvler, Aoistenliun, 1 997; ,tSolcntlfic and Clinical 
AppUcsUoasof Magnetic CarrlcnT; Hlin:U ct al. (Hrsg.), Plenum Press, Mew York, 1997; 
SfaiiveMeko la: , Jmrnoblllmt Hiomalecu'tc3 in Analysis", Cass und Uglcr Krsg.. Oxfbrd 
UnWerriv Press, 1998; WO 99/01766; Uttspelch und Zorbos Hia^, In: .^Iwmulytik", 
Spfifctnia Vcrtag, Heidelberg, 1998). DieerwOhntcn pilnzlplellen Atnflihnfflgfifbnnett slnd 
dshsr In ladner Wdse als tlmtliianqida OIBaibanMgen aufkofitasen. 

Die AnwenduiQ'der efflndunssganfiilea UimlBesnenx-ltnttkid enrtredd riek auf sOmtllehs 
Oebkte der Bioapulytlk ond DlagoostDc. die sum Nnohvwrfa oder Qnantlfizienmg qMsdltsebcr 

S iihBtafmm haw. Attiilyfgff yfaw W«liyrttft|^*ji^ ^Uf f^ntthfrft rmm fflTlT 1 >»HlA.ilftf iffta» pitthint, 

Belsplele Mcrfllr abul der ImmtmnMSiqr In Foim des Kedlo- oder des Efugmdmnunoassayi^ der 
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Nuklcinsaurcnacliwcis, die Protcomatialysc, di. DNA-Scquetmerung. der Phagc-Di splay, die 
Zellmaikicrung, der NukleinsfiuttJ-Array oder die Zclimarkierung. Femer lassen sich die 
partikulMren Ltimincsz^zmarkcr in dcr DurchfluBcytometrie bz>v. im fmores/,enzakH vierten 
Zelisorlex (fluorcscencacUvat^i ccli sorter. fACS-^ oder bcim Durcintesten von DNA- oder 
Proiciii-Bibliothckcn einscf/en. 



In den new.hfolgenden Bcispiclcn ^crden die errmdungsgemaJien Produktc und Verfahren nfflier 
bcschrioben^ ohne dicse begrcnzen. 





Bei.spicl 1 

. 5 ml Tctramethoxysilan wcrden xusammen mit 2 ml 0,03 M HCl in eincm Ultraschallbad fUr 10 
Minuicn bei Rauintempcratur bcschallt. 2 ml dcs gewomiencn klaren Sols wcrden mit 1 rnl 0,05 
.%iger Rhodamih B-J^sung.ver»ctzt. iMe crhaJtenc Miscbung win! In 25 ml 0,4 ml iConuitin . 
(BASF) cnthaUcndem Hcxan eingctragetu Der Aiisatz wird mit eincm DKspcargienycsrkzeug 
(Ultra-Turrax)fUT3 Sckundcnbel 20.000 lJ/min.dispcrgiert.Nacherrol^^ ; 
l%ige Ammoniak-LOsung wird noch 5 Sckunden weiter dispergiiirt. Nach wcitereh 5 Minuten 
werdeti die Teilchcsn miiicls 2minttligcr Zentrifagatiori scdimentiert, Der Obcrstand wird 
abdekanticrtundjcdreimalmitjeca. lOmlEthanol, Acelonund Wassernachgcwaschen. Es 
werden Luminesxenzpartikel mit ciner Tellchcngr6Be von 1 -3 jim gewonncn. 
Die gewonncn I'eilchcn wcrden anschlieO^?nd mehrfach mit wasserfrciem Toluol gewaschcn und 
anschlieflend untcr Arg<matmosphare mil 5 ml wasscrfreiem Toluol und 2 ml 3- 
Glycidyloxypropyl-trimelhoxysilan 3 Stunden bei WC unterRtihren umgcsctzt. Danacli wird.. 
fiinfmal mit Toluol \md Acelon nachgewaschcn. 

100 mg dcs gewonncncn Produktes wcrden sodann dreimal mit 0,5 molarcm Phosphat-Puffer, 
pH 8,5, gewaKchcn und anschlicflcnd mil 2 ml desselben Puffers, in dcm 10 mg Sircptavidiri 
g<3lOsl sind, bei 4(PC 5 Stuiiden inkubicrt. Das Produkt wird anBchllefiend fiinfinal wter . 
Anwendung cines jeweiligcn Zcntrifugationsschriiteii mit 0,05 M Phosphat-FufTer, pH 7,2 
gewaschcn. Zur Rlockicrung reslHchcr li poxy-Oruppcn wird da-s gckoppelte Pnidukt 24 Stunden 
in 1%iger Athanolamin-LCsung, die 0,1% Scrum Albumin enthlUt, boi Rauinteniperatur 
aufbewahrt. Danach erfolgt mclutacbes Waschcn mit 0,05 Tris/liCl-Purfer, pll 8,0. 
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Ks r«»ullicrl ciu Frodukt, das xur .Bindung hzw. Markierung biolitiylicitcr DiomolekOle 
eingesetTt wcnJcn kann. ■ . ■ 




Deispie] 2 

2 ml des analog Beispiel I hcrgcstellten Silica-Sols, werden mit 10 mg nach einer Vorschri/l von 
Sooklal el aL (Adv. Mater., Vol. 10, 1083, 1 998) synthctisicrtcn CdS- IlalbJeiter-Nanpkristallcn, 
dic eine mitUere TeilchengrSJic von 138 nni aufweisen, vemiischt und anschUefieiid 2 Min. bei 
Raimiicmpcratiir bcsciiallt l^ie Mischung wdrd in 25 ml Toluol, das je 2,5 Vo]% Span 60 und 
0,5VoI% 1 wccn 80 gelost enthllJt, mil Hilfe cincs Ultra-Turrax bei .20-000 IJ/min, 5 Sckundcn .ig^- jv^lJji 

dispergicrL Nach Zugabe von 1 ml 6%iger Am^('iii^-L6simg wird noch 5 Sekimden Wcitcr \' . • j. ' . • 
dispergicrt. lis Iblgt die Sq}ara(iori imd Aufarbeilimg dcr Partikel analog Beispiel 1 ! Fis werden > ' : i { |f jf 
humincH7.cnzparUkd mit einer mlttlei^n Teilcheng^^ |im gewonneri^ dercsn ' . ^ ' 

Eniissionsmaximum bei 510 nm Ilcgt. • ........ " 1:. ; h; t.) tl^i^j^ 

Zuf Alctivicrung der Teilchen werden 75 mg Lumincszenzpardkel in Oegenvvan von r2-Nitro-4- ' ' \ ':-.|!' 
|3-(trIfluormethyl)-3 1 l-4ia7;]rin-3-yl]phenoxy]acctyI-N-hydroxy5iiccinimidat (Ansalz: 5 mg ' ^ :| ; if 'jif 
gelfist in 0,5 ml litJianol-Wasser (1 mit Hilfe des Stratalinkcr UV 2400 (Stratagene) nir 20 : . • ^ 
Minuleri besiruhlt. An das aktivicrtc Prpdukt kGnnen nach enis^prechendcm Waschvorgang niit i 
Athianol und Wasser Aminognippen-haltige Biomolcktllc, LIganden bder Re7«pU>ren wic 




NukleinsKurcn, Protcinc odex Antikarper nach dffli bekannicn Mcthodcn (Matson und I .ittle, J.. ■;■ . . 

Cairomalogr.,Vol. 458,67, 1988) gckoppeltwcidcn. ; • • •.*!-^( ^'i"'k -:|^^^^^ 

. ■■ . . -. . '• ■ . '■ 

' . " ' • ■ ' i' i-tt Vii--, " 

" ." ■ • -v ' .•.iivit.'.jiMy. 

Beispiel 3 • • " j /.[>■• 

0,5 ml Tciractlioxysilan werden mit 0,1 ml Wassef und 0,08 ml 0,1 M UCA vermischl und 10 • ' 
Mihulcn bci Raiuntcmperatur in einem Uliraschallbad bcschallt 0,2 ml des gewonnehen Sdls 
wferden mil 5 mg {YYbEr)202S, das nach einer Vorschrift von Hampl ct aL (Anlal./Biochejnj,, ^ ..... . ..i^.^v 

Vol 288, 1 76, 200 1) hcrgcstcllt wurde, verrnischt und 5 Minutcn im Ultraschallbad behantleli; , • • ; ^fP^//^^ 
Dcr Mischung werden sodann 30 mg Magnctit-Pulver (Bayferrox 318M» Fa. Bayer, FRO)., : r>/:!^;' i..- 

zugesetxL DicMi$»:h(kgwirdnochmaIsnir2Minutenbcscha^ • = '■ /■ ^ 'i^.'i'f^'l- 

ahsohlicficnd wmer ROhren (Ullra-Turrax) bci 12.000 U^iin in 3 ml Tncliloretliyleii, .in dem 2 
Vol% Dchymuls HRE?* und 0,5 Vol% Prisorine 3700® goWst sind, disfpei^ert/wahrtaid des 
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Dlspcr^crvorganges werden 0,08 ml 6%ige wSBrigc Amciioniakldsung zCigefUgl. Ks winl noch 
. wcitere 5 Sekundcn weitcrgerOhrt. Separation \md Aafarbcitung dcr gcwonneneh 
Luminesz^n^partikel crfolgi analog Beispiol 1. 

Mem ^hait Lunjincsjxnzpariikel mit einer mittleren CM&c von 6,7 ixm. 
Das 3 Stutiden im Vakuum gctnKsknete Pfodukt wird fQnfm&I mil gctrockactem Ibluol nach 
jeweiliger magnetischer Abtrennung gewascben und anschltefiend 12 Std. nach Zugabe von 3. mi 
Toluol und 0,25 ml S-Aminopropyltriathoxysilan awi RUcklluB gekochi. Die Magntslpartikel 
werden wieder magnctisch abgetrennt und mit ca. 5 ml Toluol und Ciiloroform 3-niaI 
gcwaschcn. Es folgt cine naehrslQudige Trocknung im Vakuiun, Das aminomodillzierte Produkt 




" wxrA 'MRch\^eimuir!f^-^^ in 4 ml 0.1 M Ma-Carbonat-PuiT er, pH 

9.0, fUr 2 Std, bci 35*^0 umgesetzt. lis wird anschlieBend mit 0,1 M Phosphal-Puffer, pTl 7.2, 
intcnsivnachgevs^aschen. ' . 

An die gewonnenen Aldchyd-fLinktionolisiertcn Lumiheszenzpartikel kOniien anschlieSehd nach 
den bekannten Vcrfal'iren Aminogruppen-tragcndc Biomolckiilc wie Proteine, Peptide oder am . 
5'-Ende mit Aminograppen substituiertc Nukleinsauren oder Oligonucleotide nach den 
bekannten Veifahren gckoppelt werden. Die so funktionali^icrten Liimifies?^nzpartikel lassen. 
sich als Sonden in Protein-odcr NukleiusSnre-Arrays einsotzen. *. 



vcrdnderbatren Ejg|«ioiisIfttunsitatcii uuu - -v^ 



Errmder: MUHer-Schultc; Detlef , Dr. 52074 Aachen, DE 



Zusammenfassung 

Die vorlicgciide Jirfindung belriffl sph^sche, transparente Silicagcl-Partikel mil hohcr 
Lumincszenz* die duroh Riokapseln einer odor mchrtarer veritcbicdener lummesziercndcr 
Substanzen m einc Silicagcl-Matrix etzeugt v^rd. Dutch Variation dcr Kojizcntration Ocr 
lumincszicrenden Substan:bn sowic dutch liinkapscln von Substanzen untcx^chiedlichcr 
Emiiisionsfrequenz lasscn sich die Partikcl als multiplcxe Kodienuigs- bzw. Markersystcmc in 
' dcr Bioonalylik und der Diagnostik eiiisctzen. 



Von I 
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^ IB 

PotcnumsprOohe 

\. ItUiniiicsTaBicpdi^ tjransparento Silicagel^Portikel ohne T:igC2)nuoreszcxiz, iix die eine odcr 
iiaolme lumtxiesMcrepdc Substenyxn em 

2. Partikd nuch Anspruuh 1 , dadurch gekcnnzeichnel, da0 die lumiaescdcccndca Substanzcn 
cine l^iuncszenZt Phosphtircs7»nz, Chcmielunjineszenz. ElekUolundnQsaaaz odcr euum • 
Ltiminoszcit»-Energ{ctntnsferaufV^^ 

3. • Partikcl auth AnsprQchcn 1 und 2, dadurch gckeimzcichnct. dafi die KonzentBiiioa dcsr 

eingeJcapselten luminesx-ierendcn Substanzcn variierbar i at 

4. Parlikci mch Anspruch 1 , dadurch gekcjiDzeichneU dafi die eingekapselluA 
lurolneszicrendon Substisnzcn vntersehicdUche Kmissionsfreciuchzisd aufWcdsen. 

5. Partikd noch cinem der Ansprache t bis 4, dadurch gckennzelchnct, dafi die 
iumineszierendcn eingekopselicn Substanscen Moickttie sind^ deren AnnsgpngHlxequcnz hOhcr 
istals die HnxifisioafiequunK. 

6. Pardkel nach cinem der AnsprQcho 1 bis 4, dadurch gekennzeichoet, dafi die eingckapsclten , 
luminesadcrendca Substan^sn em Halbleiter^NanokristBlien bestehcn, fUc axis Elementeader 
Gruppe TTiA und VA, Qnippe ilB luid VIA oder Qwppc IVA gebiidct sind. 

7. Parlikci nacli Anspiuch 6, dadurch gBkciui/«ichne(| daB die eingckap^relten lumiiieszierendcn 
Uaibieiter-NanpkfistfiKe mit KupJfer- cmd/odur SiJberziiaiilzeji doUert Mhid. 

6. Pardkel nueh elnem AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekannzetchnet* dafi die uiugekapsel'len 
iiixnincszieienden Substonxen Anrcgungsfrcquenzcn aulWcisan, die idcdriger als die 
Emissionsfrequiaozen sind, 

9. Partikei aach Anspnich S, dadurch gekennzeichnct, doll die eingekapselten lumincsziercnden 
' ' Substanzon makrokrislailine Verbindungen aua Scltenen Hrden und/bdQr YuriuDt mit 
Hlemeot^ aua der C^nippe VIA und/oderVU A sind. 
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10. PartikeV nflch cmcm dor vorbefgebendeo AiispriSchc, dadurch gekennzclchnct, daQ die 
eingekapscltcn lumiiicsadercndcn Subsranzen Metall-ajclatvcrhindungen «ii)d, dcren 
Zcntratatom uus.dar Oruppe VUI, IB, 11& oder dcr Gruppe der Seheaeit Erdea ausgewShh ist. 

11. PatUkel nach cincm der vorhcrgehonden Ansprdchp, dadurch geken&Tiuohnet, daB die 
ciDgekapsclicn, lumSncs-^crendcn Substotnusn Pycxoirarbstolfe slnd. 

• 12, Pintikcl nach Ansprtichcn 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daO die cingckapseJien, 
Iumines7.tercxiden SubsUmzcn luxniacNzierendc Proteinc sind. 

13. LtimiiieH7icrcndc transparcnte Polyoerpartiicei ohne UjgCDfluoTQsysi^.gemfifi Ansprttehexi ] 
bis 12, in die ein magnetisches KoUold milcingckapseli isL ^ 

' 14. Paxtikel nach Anspruch 13. dadureii gekeonzeichnet, daB dm magnetlsche Koliold aus ieiro-. 
ftxn' Oder si^cxparanmgnetiscben Verbindaagen odcr Fenoflttiden bestdit 

15. PtartUcci nach Anspruch 14, dadurch gekcnn^ociehnct, daB das magnctisohe Kolioid in dncr 
Kottzentmtion vpn 10-50 Gew9«, bczogen auf dlus PolymeipartiJcel, vorliegt. 

!<?. Parcikel nadSl ein^ der vodicrg^enden AnspriJclie, dadurch gekennzeichnet, dafl die 

SiUca^ele funictioneUc Qnippca aofWoisen. die ait Piotclnen, Pepdden, Zenittzeptorcn, 
. Niikleinaauren, Nukieih^aurc^Fragmcntcn; Polysaccharidcn. Oligbsacchariden. Andkflieni, 
AnUk&pe^.Fmfimenten, Sin^ptavidin, Avidin. Biotin und/cder Rnzyiaen koppylbar rfnd. 

17, Vcrtahicn zur HcratcUung lumincsziercnder, ti'anspartmicr SiUcagel-Partikel ohnc 
Bige„nuorcs2cn:5gemimAii5prnchcnJ bis J6, dadurch gd^^ 

a) cine Mlscfiungbest^ndauseincr vcnJOnnlenSaurennd AU^^^^^^ 
iSUIcar-Sol kondensiert wild, 

b) cla«Uans!5Uica-SoImltcincmoclcriach«««|«„to«?^ 

homogcn vermiRchi wird, » ... 

c) ««S«>NLiimincs7*na.Subsi«nr.MfcK*un8tadnernmWa8^^ 
oiganlschen Fhase dlspei-gicrt und ■ 
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d) die Sol-Lumineszen/.-Substaiiz-Mischungwahrend Oder nachdcmDbper^^ . 

"durch /.ugabcciner Base veraulzl wild. I 

18. VcrfahrenzurHcrstcllungIuiTimeszicsKMdcr.trans^^ • 
Anspruch .1 7, dadurch gekennzeichnct. dalJ der Sol-Lumincszeiiz-Subslanz-Misohung 10-50 
etew% eincr forro-, ferri- oder.supcrparamagnetischen Substtoz zugeseizi wcrdcn. • 

1 9, Vcrfahren zin- Herelcllung luminesTdenMder, transparenter 

AiisprQchen 17 und 1«, dadurch gekennzeiohncl, daJJ die mU Wasser nicht mischbare 
orgamsche Phase 0,1 big 10 Vol% eine odermchrcre oberflaohenaktivc SubstanzCen) gelOst 
enfh^t. 



t 



20. Vcrfahren zur Heraieliung luminewlcrender, iransparcnter Siiiciigel-Pardkci gemaJJ ;. ; 1?!? 



Anspruch 17, daduxcb gekennzciohnet, daC das Volumcnvcrhaitnis Sol y.u organischer Phaise , 
1 :5 his 1:30 bctragt. .. . 



...V X 



• 



21. Verfahren zur Hcrstellung luminessdcrcndcr, transpiirenter Silicagcl-Partiket gemMS . / - '^'4,^^ 
. Anspruch 1 7, dadurch gckennzdchnel, dafi der Dispersions- VeracUungsvorgang 2 bis 30 ; ; • : : * . 
. Sekuaden dauert, V. : f-T: 

22. Verfahren zur Ilerstellung lumincszicrcndcr, transparenter Silicagtol-Partikel geni£iB - ; : *^ 
Anspruch 1 7, dadurch gekcnnzcichnet. daU dem Sol vor dcm Dispergiervorgang 1 - 20 \o\% : ; . : JJ; 
eincr wfiiBrigen LOsung eines organischen FoJymeren, Polysapcharids odw Prolclns .i:; ? ^ ^ij^, 

-■ • '''••y*^"y 

zugcmLscht werden. . • • ^^-^ 

' ... • . ■ ^l-y-tS^ 
• ' ■ • ■ ' ■ 

23. Vcrwendung der lumineszicrcnden Silicagel-Parlikcl naoh Ansprttchen 1 bis 1 6 fQr die ! ; 

' Analyse und^der Diagnostik von Nukleinsfiuren, Nukleinsaurc-Eragnaenten, Pri>leiricn, , . ^ j M ^ 

Peptiden, Antikftrpcm, Antikorper-Fragmenlen, ZcUen, Zellrezeptorcn, biotinylierten : .: ^ ; : Jj^y 
Biomolckaion sowie flir die Durchtestung von Protein- odcr Nukieinsaure-Bibliotheken, al^; ? ; ; | ^: 



Sonden im Rahmcn der Array-Technologic Oder fiir die NukluixisSure-Sequenanerung 



I- it 

:• •; » (I .■ 
I- ?. 
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